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Description 

L'invention conceme un proced^ de detection du pouvoir mutag&ne de substances susceptibles 
d'lnduire la deterioration D'ADN ceilulaire, mettant en jeu ta production d'une rdponse SOS. Plus 
partlculierement, elle conslste en un perfectionnement du procede de detection du caractere eventuelle- 
ment mutag^ne de substances, qui fait I'objet de la demande de brevet europeen n° 82 400664 (EP-A-0 

5 063 522). Ce proc§de consists h cultiver au sein d'un milieu appropri§ un micro-organisme contenant 
dans le ciiromosome un recombinant d'un gfene sfi, notamment sfIA, et d'un gfene codant pour une 
enzyme dosable, avantageusement la p-galactosldase, en presence de la substance 6tudiee, le caractere 
mutag§ne de cette derniere etant evalu§ par la detection d'un accroissement eventuel de I'enzyme 
dosable. ou de I'enzyme liybride, constitute au moins en partle par tadtte enzyme dosable. Une 

10 divulgation orale de ce precede a eX& faite par M. Hofnung au cours d*un Symposium du CNRS, qui s'est 
tenu a Toulouse en mal 1982. 

On a cependant constat^ que les r6ponses susceptibles d'Stre obtenues k Toccasion de ta mise en 
ceuvre du procSde de detection decrit dans la demande de brevet europten 6taient susceptibles d'etre 
modifiees, au moins pour certaines concentrations de la substance i tester, par exempie lorsque celle-cl 

75 s'av^re exercer des actions distinctes, independantes, sur le micro-organisme dtudl6, par exempie 
lorsqu'elle poss^de la propriety d'induire une inhibition de la synthiese des prottines. Dans un tei cas, 
I'Induction de la p-galactosidase ou de I'enzyme hybride contenant la p-galactosidase peut dtre suffisam- 
ment reduite. m§me lorsque la substance dtudite poss^de effectivement des propri6t6s mutagdnes, pour 
rendre aieatoires les conclusions susceptibles d'§tre tir§es des resultats obtenus. au moins en ce qui 

20 concerne rintensitd des proprietts mutag&nes effective de la substance dtudiSe. 

L'invention a pour but de remSdler h ce type de difficultds, plus particuli^rement d'obvler aux 
perturbations dventuelles dues k des propri6t6s souvent non connues de la substance h Tttude et 
s'ajoutant i ses proprietes effectivement mutag&nes ou gSnotoxiques, et par consequent de remMler au 
masquage Eventuel de Tinduction de i'enzyme dosable, par lesdites perturbations. 

25 Le proc§d§ seion invention pour detecter i'6ventuei effet mutag^ne d'une substance ou composi- 
tion, qui comprend la realisation d'une culture d'un micro-organisme, notamment E. coll, hSbergeant un 
recombinant d'un gtne sfl et d'un gene codant pour une enzyme dosable, plus partlculierement une 
fusion sf lA :: optron lacZ, en presence de ia substance h Studier et la mesure de I'activitd p-gaiactosidase, 
eventueilement induite sous le contrdle du gkne sfl, lorsque celul-ci est active du fait du caractere 

30 mutagene de ladite substance ou composition, est caract§risd en ce que Ton mesure egaiement I'acttvite 
d'une enzyme distincte, susceptible d'etre synthetis§e par le micro-ofganisme en question, cette enzyme 
etant codee par un gdne non impllque dans les processus d'activation des g&nes intervenant dans la 
production d'une reponse SOS. le caractere eventueilement mutagene de la substance etudlee decoulant 
de la variation, plus partlculierement de I'augmentation du rapport de Taotlvite de la susdite enzyme 

35 dosable h I'activlte de I'autre enzyme, notamment eu egard h la valeur observes du mime rapport dans 
une culture du meme micro-organisme, mais en I'absence de substance mutag&ne. 

De preference, I'autre enzyme est choisie parmi celles que le micro-organisme hebergeant le susdit 
recombinant est capable de produire en quantites significatives. Au besoln, 11 est rendu constitute pour ce 
qui est de ta synthese de I'enzyme choisie. Cette enzyme est avantageusement constltuee par la 

40 phosphatase alcaline. 

Bien entendu, toute autre enzyme que ta phosphatase alcallne peut etre utilises comme reference. A 
titre d'exemple d'enzyme susceptible d'etre mise en jeu en lieu et place de ta phosphatase alcatine, on 
citera : la tryptophanase et la glucuronidase. 

Cela vaut egalement en ce qui concerne ta susdite enzyme dosable, laquelte peut eventueilement 

45 conslster en I'enzyme codee par Tun des genes suivants : UVR A, rec" ou umuC. 

L'utilisation du rapport susdit comme parametre k prendre en consideration, rend le diagnostic 
essentlellement Independent des perturbations auxquelles la synthese de I'enzyme dosable peut dtre 
soumise, en reponse k Tinduction du gene sfl, comme consequence des proprietes distinctes de ta 
substance etudiee et susceptibles d'infiuencer les syntheses enzymatiques. On a en effet constate que les 

50 perturbations en cause s'exergaient toujours de fagon telle, vis-S-vis tant de I'enzyme dosable Induite que 
de I'enzyme de reference, que le susdit rapport tend de toute fa^n a s'accroitre de fagon tres notable, 
lorsque la substance etudiee presente effectivement un caractere mutagdne, quels que soient tes degrts 
d'inhibition relatifs des syntheses de I'enzyme dosable, alors induite par Tactivation du gene sfl et de 
I'enzyme de reference, 

55 L'invention concerne egalement plus partlculierement les souches des micro-organismes hebergeant 
les susdits recombinants, dans la mesure ou lis ont ete rendus constitutlfs pour ce qui est de la synthese 
de I'enzyme de reference. A ce titre, l'invention concerne en particuller les souches de micro-organismes, 
plus partlculierement de E. coli, hebergeant le recombinant sflA :: operon lacZ et autorlsant I'expression 
du gene iacZ, comme suite k I'activation du gene sfiA, ces micro-organlsmes etant plus partlculierement 

60 caracterises en ce qu'ils sont egalements constitutlfs pour la synthese de la phosphatase alcallne. 

Un microorganisms hebergeant un recombinant sfi :: operon lac constitutif pour la synthese de ta 
phosphatase alcallne peut etre obtenu par induction d'une mutation dans le gene de regulation phoR ou 

2 
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par transduction du marqueur phoR- au moyen du bacteriophage Pi- . ^ . ^ 

D'autres caracteristiques de invention apparattront encore au cours de la description de modes de 
mise en oeuvre preferes du procedd selon I'invention. en mettant en oeuvre une souche 6gaiement 
conforme k I'invention. h6bergeant un recombinant sflA :: lac. at rendue constitutive pour ia synthase de 

5 la phosphatase alcaline. R6f6renoe sera faite au dessln. dans lequel : . , . , 

— la fig. 1 contlent des courbes representatives des variations des activites (en unrtds enzymatlquw : 
u e) de la B-salactosidase et de la phosphatase alcaline respectlvement. d'une part, et du rapport de 
I'act'ivltS 6-galactosldase h I'activit6 phosphatase alcaline. d'autre part, en lonction de la teneur en 
nanomolw: nM du milieu de culture du susdit mlcroHsrganlsme) en compose caroinogdne (ou 

10 genotoxique) bien connu. constltufi par le 4-nitroqulnollne'1-oxyde (4NQ0). ^ 

^ 1 iS tig 2 et 3 contiennent des courbes representatives des variations du logarlthme du susdit 
rapport, ci-apres denomm6e8 SOSIF (abreviation de - SOS Induction factor.), mesurabies dans des 
cultures semblables. en presence de differentes substances genotoxiques. en fonct on de leurs 
concentrations respectlves dans les milieux de culture, en nanomoles : par echantillon etudie. 

IS Le micro-organisme mis en oeuvre dans les essais dont la description suit est une souche de E. col. 
transformee. denomm6e PQ37. deposee i la Collection Nationale des Cultures de Mlcroorganismes 
cSlC M. d^ I'lNSTITUT PASTEUR de Paris, sous le n' 1-205 i la date du 24 wptenrjre 1982. Lm 
caracteristiques gen6tiques de ce mlcro-organisme sort les suivantes : p-thr leu hi8-4 pyrO thi qalE galK 
oSTSies srISOO :: TnIO rpoB rpsL uvrA rta trp :: Muc* sflA :: Mud (Ap. lac) c-Ta. II est constltutW pour 

20 la synthese de I'alcaline phosphatase (Pho«). i- 
Cette souche a 6te obtenue par les reoomblnaisons genetlques appropnees pour Jul conf6rer le 
genotype 8us-indlqu6. i partir de la souche contenant le recombinant sfIA:: iacZ depose a la C.N.C.M. 
sous le n<* M52 le 13 avril 1981 (voir EP-A-0 063 522). ^ , , ^ 

Le precede selon |-lnventlon peut notamment etre mis en oeuvre dans les conditions sulyantes : 

25 Une culture du susdit micro-organlsme preatablement developp6 Jusqu'6 te phase exponentielle dans 
le milieu de culture LB (Bacto* ^ptone 10 g, Bacto» yeast extract 5 g. NaCI 10 g. eau Q.S.P. 1 I). 
coS^nt eVlement de I'amplcliliw. est diiuee dix fols sort dans du "Jj"'" ;™J!^'S! J'f"^^ 
d'adivatlon decrit par AMES B. N. et Coll. (1975). - Mutation Research . 31 . ^^J^- ajiqu^^^^^ 
ml sont reparties dans des tubes k essais en verre contenant chacun une dose determln6e de la substance 

30 S tarter Aprls deux heur^ d'lncubatlon h 37»C sous agitation, les actlvlt6s p-gaiactosidase et 

'''°'S^'P:l:^ZSeS:S:^r ^. dosage de la phosphatase alcaline dans les condjlcns sulvantj : 
27 mi de tampon T (solution de 121 g de Tris (hydroxymethyl)^iminom6thane par litre, dont le pH a 
ifA ^'..eS a a a avec HCI) sont aloutes 4 0.3 ml de la culture des cellules. Les membranes cellulaires sont 

35 l^r^ttpafi^VooSu^^^^^ de sodium e 0.1 %et de 0.15 mi de chlo«,forme et 

oar agitation vigoureux dans un agltateur du type VORTEX. Les tubes sont ensulte amenes ft la 
teiSre stobiilsee de 2800. \1 reaction d6bute par addition de 0.6 mi d'une solution de 
iara^i roihenyShosphate (PNPP)(4 mg/mi dans le tampon T). Elle est ensutte aiT§t6e par addition de 1 
S de HCi S 5 minutes Jius tart. 1 ml de Tris 2 N est ajoute pour «8tit"er couteur laQueile 

40 mesuree au spectrophotometre d 420 nm. Les unites enzymes sont calcul6es comme pour la p- 
JalaSSdase SlSnte methode decrlte par MILLER J. (1972) « Cold Spring Harbour Uboratory .. New 

La dosaae de I'actlvite B-galactosidase est effectue selon la methode egalement d6crlte par MILLER. 
I a nmtnroia ooeratolre est le meme que pour la phosphatase alcaline, sauf que le tampon T est remplace 
.5 psrTi^^zS!^ cCo^itEn St ifdiquee ci-apW et que i'on utilise 6 la place du PNPP le substrat 
constltue par (ONPQ) et enfin que la reaction est Irterrompue avec du carbonate de sodium. 

La composition du tampon Z est la sulvante par litre) • 



Naj HPO4. 7H20 ^I'J J 

0.75 g 
0.25 g 

pl^ercaptoethanoi. pH ajuste k 7.0 2.7 ml 



NaH2p04.HaO 0^^* J 

MgSO,. 7HjO Ifl 



ss 



60 



65 



pH ajuste k 7.0. 

Les courbes de la flg.1 sont representatives des variations, en fonctlon des concentrations en 
substance genotoxique (4NQ0) : 

— de I'actlvite p-galactosidase (courbe a) ; 
de i'actlvite de la phosphatase alcaline (courbe b) : 

lis*' differStes^°mi8uS"Slrt ete effectuees 2 heures aprfes le debut de i'experience. Eri effet. 
I'expenence montre que la courbe representative du facteur SOSIF. pour toute concentration en 
sKmi geneSoxiquS. attaint un plateau au bout de 70 6 100 minutes, et rests stable en general pendarrt 
ilusde 2 heures. Les courbes montent en outre. au-del& d'une certalne concentration en substance 
genotoxique qu'll s'ensult un effet Inhlblteur de la synthSse des proteines se mantfestent par une 
?eduSon des activites p-galactosidase et phosphatase alcaline. Cependant. le rapport SOSIF. utilise pour 
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ranoreciatlon de I'effet mutag&ne ou genotoxlque de la substance etudlee. nest pratiquement pas 
En effet il reste sensiblement constant k des concentrations de la substance g6notox.que qui 
sont de nature k Inhiber la synthase des proteines. x j 

Les Courts des fig. 2 et 3 sort representatives des variations du rapport SOSIF en fonctlon des 
5 concentrations utilisees en divers agents g6notoxiques. 

les substances genotoxiques utilistes ont et6 les sulvantes : 
R 5255 : 2-nttro-5-metiioxybenzofuranne 
AF B1 : afiatoxine 
4NQ0 : 4-nitroquinollne-1-oxyde 
10 R 5144 : 2-nltro-benzofuranne 
AF G1 : afiatoxine Q 
AF B2 : afiatoxine B 
B (a) P : benzo-a-pyrene 

MNNG : N-m6tliyl-N'-nitro-N-nitrosoguanldlnB „„x„,„ i» 

H est particulleremert remarquable que le facteur SOSIF soit en fonctlon sensiblement Un6alre de la 
II esi fjoi in^uiisis^^ -1 .,*iii-Ao on nartiniiiter nour des doses cortenues dans un 



1S 



II est Darticulierement remarquaoie que le lauieui vjv^oir o«n .-. - 

concentration de la substance genotoxlque utllis6e. en particuller pour des doses cortenues dans un 
fS fde doses relativement faibles. U sensibllite du test est particuliferement remaquabia. si I'on 
Se qS les variations des valeurs mesurees s'etendert dans un Intervaile de 1 & 60 millions, loraque 
?on passe de la limite inferleure k la limite superleure de i'lrten^alle des concertratlons expnmies en 



20 abscisse consSquert un test d'une sensibiltt6 tout a fait remarquable apte h donnerdes 

IndlcaS quartitatlveS prScises. eu egard k rintensite de I'effet '"'^agS'ie des s"^^^^ 

Comme il va de sol et comme II rfculte d'allleurs 6i]k de ce qui pr6cfede. I invention ne se liniite 
nuilemrrlt I ceux de ses modes d'application et de realisation qui ort et6 plus sp6ciaiemert envisages : 
Z elle en embrasse au cortraire toutes les variantes. 

Revendlcatlons 

30 1 Proc§d6 pour detection de I'^vertuel effet mutagdne d'une substanw <»^POsrtton, qui 
^«mnronri la r6alisation d'une culture d'un micro-organlsme. notammert E. coll. h§bergeart un 
-rTwlnt d'un Srsfi « d'un gene codart pour una enzyme dosable. plus partlcuiiferemert una 
Jof ilJTooeron lai ent^^ la substaSce k 6tudier et la mesurfl de l'actlvit§ p-galactosidase. 
Ktue1lemen?'Sd"uK^^^^^ du gine efl. loreque celuW est actlv6 du fait du care^&re 

35 mStaofene de ladrte substance ou composition. caract6ris6 en ce que Ton mesure 6galemert lactlvlte 
JSne e^me dtetinrte. susceptibles d'etre synthetlsfie par le microKjrganisme en quest on. cette en^me 
ISrt Se pa un g&ne non Impllqufi dans les processus d'actiyatlon des gftnes mte've^f'lJ^lS 
Dmductton d'une rfeponse SOS, le caractere evertuellemert mutagpne de la substance 6tudiee decoulart 
d^fa vaSatfoS observee. plus partlculiSremert de I'augmertation du rapport de l'actiytt§ de la susdite 

40 eUme dosable & ractlvite de I'autre enzyme, notammert eu 6gard k revolution du meme rapport dans 
Sne culture du meme micros) rganlsme. mate en I'absence de substance mutag6ne. _ 

2 Prooede selon la revendlcatlon 1. caract6rlse en ce que I'enzyme dosable est constitu6e par la p- 

^^'TpSSe selon les revendlcatlons 1 ou 2. caracterlse en ce que I'enzyme dlstincte est constltu6e 

"''4 Sd1?rn"?I!Se queiconque des revendlcatlons 1 k 3, caract6rise en ce que le micro- 
nrnanisma a ete rendu constitutif pour la syrth6sB de I'enzyme dlstincte. , , 

^ 5 Milrtorgartsme. particuliere I coll. hebergeart le recomblnart sflA:: operon la<2 
autoris^nt rSpSession du gene lacZ. comme suite k I'activatlon du gene s^lA. 'I^<'f^,^8"'='"«*^:" 
50 S particuSKert cararterise en ce qu'll est egalemert constitutif pour la syrthfese de la phosphatase 

alcaline. 
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Claims 

1 Process for the detection of a possible mutagenic effect of a substence or a composition which 
comDriseTmaklng a culture of a microorganism, particularly E coli. whlch harbore a recomblnart of sfi 
oe^L ^d oT a gene coding for a dosable enzyme, more particularly a fusion sflA : operon lacZ. in the 
Sreince of thfsubstance under study and the measuremert of the p-galactosldase activity possib y 
60 under the cortrol of the sfi gene, when the latter is activated as a resu t of the mutegenlc 

charaSer of said substance or composition, characterized in that one measures- also he activity 0 a 
di^lnct enzyme liable of being syrthesized by the microorganism under consideration this enzyme be ng 
coded by7gene which is not involved in the activation process of the genes which tate part irto he 

prodJction of sSs response, the possibly mutagenic '^^^^'^^^'^'^ ^^'^'^l^^^^'}^^ ^X'^S^ 
65 f rom the variation observed more particularly of the increase of the ratio of the activity of said dosable 
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enzvme to the activity of the other enzyme, particularly with respect to the variation of the same ratio In a 
culture of the same microorganism, however in the absence of the mutagenic substance. 

rProceL according to claim 1. characterized in that the dosable enzyme Is constituted by the p- 

galactosidaj.^ according to claim 1 or 2. characterized in that the distinct enzyme Is constituted by 

^''^il" ProS*^awortlng to anyone of claims 1 to 3. characterized In that the microorganism has been 
made constitutive for the synthesis of the distinct enzyme. . 

5. Microorganism, particularly E. coll. that harbors the sfiA :operon lacZ recombinant and which 
authorizes the expression of lacZ gene, as a follow up to the activation of the sfiA gene, said 
microorganism being more particularly characterized In that It Is also : constitutive for the synthesis for 
the alkaline phosphatase. 
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IS Patentansprfiche 

1. Verfahren zum Nachwels der m6glichen mutagenen WIrkung elnes Stoffes oder Zi««f"";^ 
setzung. bel dem man elnen MIkroorganismus. insbesondere E. coll, der eine Rekombinatlon des Sens sf I 
mit einem fOr eln doslerbares Enzym codlerenden Gen. Insbesondere die Fusion s^'A " JacZ-Operon 
enthllt in Gegenwart des zu untersuchenden Stoffes zuchtet und die gegebenenfalls unter der Kontrolle 
des Seens induzierte p-Galaktosidase-Aktivit§t mlBt. wenn diese durch die mutagenen Eigenschaften 
des S offes Oder der zSsammensetzung erhoht ist. dadurch gekennzeichnet. daB man ebenfalls die 
AWlvSt elnes unterscheldbaren Enzyms mlBt. das vom MIkroorganismus synthetlsiert werden kann und 
von Sem n^cht in die Aktivierungsprozesse der die SOS-Antwort bildenden Gene elnbezogenen Gen 
nnHtert wirri wobel slch die moglichen mutagenen Eigenschaften des untersuchten Stoffes aus der 
beSbacWeten VeSdemng ergeSS^^^^^ aus dem Anstleg des Verhiltni^ der Aktlvttit des 

T^^S^TEr^rl^zur AkllSitat des anderen Enzyms. Insbesondere Im Vergle^ch zur EnjMck^^ 
dlies Verhaltnlsses In elner Kultur des gleichen MIkroorganismus. die kelnen ^i^agenen Stoff en^^^^^^^^ 
I Verfahren nach Anspruoh 1 . dadurch gekennzeichnet. daB das doslerbare Enzym die p^Salaktosida- 

^ ^ 't Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet. daB das unterscheldbare Enzym die 

"'■^r^erfaSraS nac^elSm der AnsprQche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet. daB der MIkroorganismus 
konstitutiv fur die Synthese des unterscheldbaren Enzyms gemacht wurde. 
35 5 MIkroorganismus. Insbesondere E coll. der die Rekomblnatlon s^l :: '"ZOperon enthSlt unddas 
i«r7^«n infolae der Aktivlerung des sfiA^ens exprimleren kann. wobel der MIkroorganismus Insbeson- 
?e^ dadli^h'getenVSS^^^^^^ claB er gleichzeltlg auch die alkalische Phosphatase konstitutiv 
synthetislert. 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



5 



0106 749 




0106 749 




2 



